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摘要 ”目的 :分 离 确认 巴 斯 德 毕 赤 酵母 中 甘油 转运 体 并 初步 研究 其 功能 。 方 法 :通过 生物 信息 学 
方法 从 NCBI 数据 库 中 查找 可 能 的 甘油 转运 体 (gt1 , GeneID; 8197545) ,并 通过 DAS 软件 对 其 跨 
膜 结构 域 进行 预测 。 通 过 PCR 方法 扩 增 该 基因 并 将 其 与 EGFP 融合 克隆 到 pPICZ B 及 pRS424 
载体 进行 亚 细 胞 定位 ;同时 将 其 与 pRS424 载体 连接 后 电 转 到 果酒 裂 殖 酵 母 中 进行 异 源 表 达 确 定 
污 共 功 能 ;通过 同 源 重 组 敲 除 gt] 基因 并 在 不 同 培养 基 中 培养 测定 aox] 基因 表达 量 。 结 果 :生物 信 
LO 学 显示 与 酿酒 酵母 中 已 经 证 明 的 甘油 转运 体 (sugar transporter 1, stl]) Z&€ 44, GTI. 蛋白 同样 为 具 
GO 有 芷 水 结构 域 的 跨 膜 蛋白 ,同时 亚 细 胞 定位 结果 显示 GT1 蛋白 定位 于 细胞 膜 上 ,包含 有 gi] 基因 
> 的 采 酒 和 殖 酵母 可 以 在 以 甘油 作为 唯一 碳 源 的 培养 基 中 生长 而 野生 型 不 可 以 ;在 Agt] REAP 
ox] 基因 可 以 获得 组 成 型 表达 。 结 论 :分 离 并 确认 了 巴 斯 德 毕 赤 酵 母 中 的 甘油 转运 体 GT1 ,并 初 
COH ESI AES aox] 基因 甘油 阻 遇 相关 。 
1 关键 词 ” 巴 斯 德 毕 赤 酵母 ”甘油 转运 体 “ 甘 油 阻 过” 亚 细 胞 定位 “” 同 源 重组 
人 中 图 分 类 号 0815 


BERE Pichia pastoris, P. pastoris) 表达 系统 由 于 其 自 3 


.全 作为 目前 三 种 主要 的 外 源 表达 系统 , 巴 斯 德 毕 赤 何 彻底 消除 甲醇 的 难题 "'" ,这 些 均 为 基于 Pou 启 动 子 
= 身 ”进行 外 源 和 蛋白 表 达 的 巴 斯 德 毕 赤 酵母 的 推广 带 来 诸多 
显著 地 优越 性 近年 来 被 大 量 应 用 于 外 源 和 蛋白 表达 进程 。 不便 ,因此 探究 甘油 抑制 Pvou 的 分 子 机 制 并 进行 改良 


He 。 巴 斯 德 毕 赤 酵母 在 外 源 和 蛋白 表达 过 程 中 的 优 已 经 成 为 改善 巴 斯 德 毕 赤 酵母 表达 系统 的 一 个 主要 人 研 


势 提 要 源 于 其 本 身 具 有 一 个 受 甲 醇 严格 调控 的 强 启动 AD 


子 (promoter of alcohol, Phow ) ^ ,统计 结果 表明 ,目前 目前 对 于 甘油 抑制 Pos 的 研究 主要 集中 在 对 
已 经 有 超过 1 000 种 外 源 蛋 白 ( 如 EGF 等 ) 在 巴 斯 德 毕 Pow 的 改造 ,对 于 甘油 抑制 Pao 进程 中 甘油 转运 
WERE P yoy, 获得 成 功 表达 “i 。 但 是 由 于 该 启 。 体 的 研究 鲜 见 报道 。 甘 油 转运 体 作为 细胞 摄取 胞 外 甘 
动 子 受到 甲醇 的 严格 族 导 ,其 仅 能 在 甲醇 作为 唯一 碳 ，” 油 的 重要 途径 ,其 可 能 参与 甘油 阻 遇 Pao 过 程 ,鉴于 


源 的 培养 基 中 被 诱导 “ , 当 培养 基 中 存在 甘油 等 碳 源 ”此 ,探究 巴 斯 德 毕 赤 酵母 甘油 转运 体 对 于 阐明 甘 


Ej 


If Pro ROEM. REE PE, 制 Phoxw 具 有 重要 意义 。 前 期 研究 发 现 , 标 酒 裂 殖 酵母 
在 利用 及 存储 过 程 中 存在 诸多 缺陷 ,如 耗 氧 量 高 .产能 。 细胞 不 能 在 以 甘油 作为 唯一 碳 源 的 培养 基 中 生长 ,但 
少 等 ” ;同时 ,由 于 药品 对 残留 甲醇 含量 具有 严格 的 限 。” 是 当 将 酿酒 醇 母 甘油 转运 体 (stW1 ) FA Bl) SRP RR PASE 
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制 ,因此 通过 甲醇 诱导 医药 蛋白 质 表达 进程 中 面临 如 。” 母 细胞 之 后 ,其 可 以 在 以 甘油 作为 唯一 碳 源 的 培养 基 
中 生长 ,通过 对 其 的 研究 发 现 , 票 酒 烈 殖 酵母 本 身 不 


所 


学 基金 项 目 (BK20150148)、 中 央 高 校 基本 科研 业务 费 专 项 资金 。 需要 的 酶 类 ,因此 可 以 用 作 研 究 甘 油 转运 体 的 良好 菌 
E BROS 。 本 研究 通过 生物 信息 学 及 相关 分 子 生 物 学 实验 


jiangnan. edu. en 对 巴 斯 德 毕 赤 酵母 中 甘油 转运 体 进 行 分 离 与 研究 ,以 
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期 为 后 续 甘 油 抑制 
论 及 实验 依据 。 


1 材料 与 方法 


PsAox 相关 机 制 的 研究 提供 一 定 的 理 


1.1 材 mH 


Lll 菌株 及 质粒 ” 巴 斯 德 毕 赤 酵 母 X-33 ,大 肠 杆菌 
DH5a ,质粒 pPICZ B ,pEGFP-N1 均 由 本 实验 室 保存 ; 质 
AL pRS424 、 票 酒 裂 殖 酵母 yas56 由 南京 师范 大 学 黄 询 
教授 赠送 ;pFA6a-KanMX6 载体 由 江南 大 学 高 晓 东 教授 
1.1.2 分 子 及 化 学 试剂 LA DNA RAM dNTP Mix, 
10 x buffer 及 限制 性 内 切 核酸 酶 EcoRI, BamHI, Xbal, 
Hingdlll pMD19-T DNA 连接 酶 等 均 购 自 宝生 物 ( 大连 ) 
HIVA EI (TaKaRa) ; 胶 回 收 试剂 使. 质 粒 提取 试剂 盒 及 
物 纯化 试剂 盒 购 自 Axygen 公司 ;酵母 电 转 处 理 
mol/L Ili iis, 10 TE, Imol/L 乙酸 锂 , 1mol/L 


0fDlmol/L EDTA, 1% SDS), BE 4 [E BE JI DU HE W 
(4:2U/ ml ARAR ERAL, 100 mmol/L. OPD, 33mmol/L 
ABER nbl Hh ae Sce ac Nb 
培养 基 ”培养 基 YPD (19% MJY, 2% 蛋白 


[S O% 


物 素 Iml, 
2% , K,HPO, 0. 1% , KH,PO, 1. 1896, YNB 1.34%, 


甘油 10ml) , BMMY YEA 196, AWK 


500 x 生物 素 1ml, 甲醇 5ml), Edinburgh minimal 
medium [3g/L REZ PRAH, 2.2g/L Na, HPO, , 5g/ 
L NH,Cl, 20g/L #2 ##, 20ml/L salts (52. 5g/L MgCl 
: 6H,0, 0. 735g/L CaCl, - 2H,0, 50g/L KCl, 2g/L 
Na,SO,), Iml/L 维生素 (1g/L ZR, 10g/L WR, 
10e/L 生物 素 ) 0. Im/L 矿物 质 ( 5g/L WR, 4g/L 
MnSO,, 4g/L ZnSO, + 7H,0, 2g/LFeCl + 6H,0, 
0.42/L4H MR, 1g/L KI, 0. 4g/L CuSO, - 5H,0, 10g/L 
柠檬 酸 ) ], EMMG 将 EMM 培养 基 中 的 葡萄 糖 用 等 量 
的 甘油 取代 。 

1.2 方 法 

1.2.1 亚 细 胞 定位 表达 载体 构建 ”首先 以 PFA6a- 
KanMX6 载体 为 模板 通过 PCR 方法 扩 增 kan 基因 ,引物 
序列 如 表 1 所 示 , 扩 增 出 来 的 PCR 产物 经 过 Kpnl 酶 切 
之 后 与 同样 经 过 Kpnl 酶 切 的 pRS424 质粒 4°C 连接 过 
夜 ,构建 PRS424-kan 重组 载体 。 以 提取 的 酵母 基因 组 
为 模板 ,以 gl-1 和 gu 2 为 引物 扩 增 etl 基因 ,将 扩 增 
得 到 的 1. 6kb PCR 产物 经 酶 切 (SmaI /Xhol) 之 后 与 
pRS424-kan 重组 载体 4% 连接 过 夜 ,构建 pRS424-kan- 
gil 重组 载体 ;以 pEGFP-N1 质粒 为 模板 ,以 egfp-1 和 
egfp-2 为 引物 通过 PCR 方法 扩 增 egfp 融合 片段 ,然后 
通过 Smal 与 Spel 双 酶 切 之 后 与 PRS424-kan-gtl 重组 
载体 通过 连接 酶 4%C 过 夜 连接 最 终 构 建 亚 细胞 定位 重 


葡萄 糖 ) ,BMGCY (ERS 1% , 蛋白 肛 2% , 组 载体 pRS424-kan-gtl-egfp > 
KsHPO, 0.1% , KH,PO,1.18% , YNB 1.34% , 500 x Æ 
ix X1 实验 所 用 引物 
Tablel Primer in this study 

引物 序列 
Kan-1 5'- CG GGTACC GGGTTAATTAAGGCGCGCCAGATC-3’ 
Kan-2 5'- CG CTCGAG CGTTTAAACTGGATGGCGGCGTTAG-3’ 
gtl-1 5'-GGC CCCGGG ATGGCAATCTATTCTCAACCCGTAAG-3' 
gtl-2 5'-GGC CTCGAG GGCCCTTGACACGTCCTCTAC-3' 
egfp-1 5'- GGC ACTAGT ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA -3" 
egfp-2 5'-GC CCCGGG CTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’ 
gtls-1 5'-GC GAATTC CCGACAGAAGCAACCTCAGATCAACC -3' 
gtls-2 5'-GC GGATCC ATGGAGCGTTAATCCGGAGTGTAAGAG-3’ 
gtlx-l 5'-GC TCTAGA AACATCTCGTTTCGTGTGCTTGTGG -3’ 
gtlx-2 5'-GC AAGCTT CTTGCATTCGCTCAGGGCTCATTAC -3' 
kan-3 5'-GC GGATCC CCGGTTAATTAA-3' 
kan-4 5'-GC TCTAGAG AGCTCGTTTAAAC-3’ 
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1.2.2. 异 源 回 补 菌株 构建 ”为 研究 etl 基因 功能 ,将 
构建 的 pRS424-han-gel 重组 载体 通过 电 转 方法 导入 到 
栗 酒 裂 殖 酵母 ( Schizosaccharomyces pombe, S. pombe ) il 
胞 中 (野生 型 票 酒 裂 殖 酵母 不 能 在 以 甘油 作为 唯一 碳 
源 的 培养 基 中 生长 ) ,然后 将 其 在 含有 [mg/ml 6418 dit 
生 素 的 平板 上 30% 培养 。 

1.2.3 gu 基因 训 除 载体 构建 ”通过 同 源 重组 的 方法 
敲 除 巴 斯 德 毕 赤 酵母 中 的 gil 基因 。 首 先 以 提取 的 本 
母 基 因 组 为 模板 ,以 gtls-1 和 gtls-2 为 引物 通过 LA 本 
扩 增 gt1 上 游 同 源 辟 并 将 其 与 pMD™19-T 载体 相连 , 构 
建 pGTIUP 重组 载体 ;然后 以 gt1x-l 和 gx-2 为 引物 扩 
增 gel 基因 下 游 同 源 辟 , 通 过 Xbal 和 Hind Il 双 酶 切 与 
之 前 构建 的 pGTLUP 重组 载体 连接 构建 包含 有 gil 基 
ls F d [E] ORY pGTIUD 重组 载体 。 以 pFA6a- 
K&8RIX6 质粒 为 模板 ,以 kan-3 和 kan- 为 引物 扩 增 kan 
其 网, 通过 BamHI 和 Xbal 双 酶 切 之 后 与 同样 经 过 双 栈 
WALD pGTI UD 重组 载体 经 过 DNA 连接 酶 4%C 连接 过 夜 
ETE etl 基因 项 除 载体 。 

XU 酵母 基因 组 提取 ” 挑 取 单 菌落 接种 于 YPD 液 
(SIEM 30C 230r/min 培养 过 夜 , 取 lml 于 1. Sml 
EPR HH 10 000g 离心 3min, 弃 上 清 ,经 PBS(pH7.2) 清 
BELG, 10 000g 离心 3min, 弃 上 清 ;加 入 与 菌 体 等 量 的 
VES HARA YR Jc LA. 400 pl 苯酚 / 氧 仿 / 异 戊 醇 混合 深 
RTLZ 400 pl SET 溶液 ,在 震荡 仪 上 剧烈 震荡 30s, 在 冰 
上 莽 置 Imin( 重 复 10 次 ) ;加 入 200p 1 x TIE, 迅速 混 
ALTO 000g 离心 10min ,将 上 清 转 移 到 新 的 1. 5ml EP 
EGET, A 1/10 体积 的 NaAc 以 及 2 倍 体积 的 无 水 乙 
BET. 80°C 放置 30min ,10 000g 离心 10min , 弃 上 清 ;加 
A 500ul 75% 乙醇 10 000g 离心 Smin, 弃 上 清 ,55% JE 
干 20min, 然 后 加 入 60 ~ 100pl TE( 含 有 RNase ,其 终 浓 
EAJ 20 pg/ml) ,55% 处 理 30min, -20% 保存 。 

1.2.5 酵母 蛋白 提取 ”将 菌 体 接种 于 YPD 液体 培养 
基 中 ,培养 16h 之 后 ,ODw 达 到 1.6 左右 时 取 适 量 菌 体 
4 000g 离心 5min, 用 灭 菌 处 理 的 预 冷 的 PBS(pH7.2) 清 
洗 2 次 ,每 次 lmin; 转 接 到 不 同 培养 基 中 (甘油 培养 基 、 
甘油 + 甲醇 培养 基 、 甲 醇 培 养 基 ) ,初始 0D6w 为 0.05。 
培养 36h 后 取 lml 菌 体 加 入 20041 预 冷 的 PEBF(0.788 
2% Tris-HCl, 0. 058 5% EDTA, 和 2ul 100mmol/L 
PMSF) ,然后 加 入 与 菌 体 等 量 的 酸 洗 玻璃 珠 ,在 震荡 仪 
上 破碎 细胞 (10 次 ,每 次 震荡 30s 间隔 Lmin) ,10 000g 
离心 Lmin 收集 上 清 用 于 Western blotting 检测 。 

1.2.6 酵母 感受 态 制 备 及 电 转 “将 甘油 管 中 的 菌 体 
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接种 于 液体 YPD 培养 基 中 ,30% 230r/min 培养 24h , HK 
后 转 接 到 2 x YPD 液体 培养 基 中 ,初始 OD eo = 0. 05, 
30° 230r/min 培养 至 OD) =1.3 ~1.5。3 000g 离心 
2min , 弃 上 清 并 用 灭 菌 处 理 的 PBS( pH7.2) 清 洗 1 次 ， 
3 500g 离 心 I min 弃 上 清 , 加 入 2ml 10 x TE(pH7. 5), 
2ml 10 x LiAc J£ 0. 5ml 1mol/IDTT,30?C 50r/min 培养 
45min, JHA 3004 灭 菌 处 理 的 蒸馏 水 ,4 000g 离心 
5min, 弃 上 清 , 用 清洗 液 (25ml 预 冷 的 无 菌 水 与 20ml 遇 
冷 的 Imol/L 山梨 醇 混 合 液 ) 清洗 ,然后 4 000g 离心 
5min 重复 5 次 。 最 后 用 3ml lmolL 山梨 醇 重 悬 菌 体 ， 
IRAE OD ou) =200 ,然后 每 份 80ul 保存 用 于 电 转 。 电 转 
时 先 将 电 转 杯 在 冰 上 预 冷 10min ,然后 将 制备 的 感受 态 
细胞 与 线性 化 质粒 (2 ~5pg) 混 匀 之 后 加 入 电 转 杯 中 ， 
冰 上 放置 5min, 用 纸巾 擦 净 电 转 杯 外 壁 水 分 ,进行 电 
转 , 所 用 电 转 仪 为 BIO-RAD MicroPluser ,程序 为 PIC, H, 
转 一 次 ,然后 迅速 加 入 lml 1mol/1 山梨 醇 ,30Y 孵育 
lh , 涂 板 ,30Y 倒置 培养 。 

1.2.7. AOXI 酶 活检 测 ” 取 不 同 养 样本 菌 体 ,4 000g 
离心 10min, 弃 上 清 ;加 入 灭 菌 后 的 蒸馏水 500 wl 清洗 ， 
4 000g 离心 2min, 弃 上 清 , 重 复 上 述 操 作 ; 加 入 蒸馏 水 
将 OD oo Vel HE $8] 4. 0, HK 50041. 菌 体 于 新 的 EP 管 中 
4 000g 离 心 3min, 弃 上 清 ;加 入 与 菌 体 等 量 的 酸 洗 玻璃 
珠 (425 ~ 600pm ) ,加 入 细胞 裂解 液 重 悬 菌 体 , 加 入 
PMSF 溶液 使 得 终 浓 度 为 mmol/L ; 震荡 破碎 细胞 ,每 
振荡 30s 后 ,于 冰 上 放置 1min, 反 复 10 次 ;8 000g 4°C Bj 
心 10min, 将 上 清 转 移 到 新 的 EP 管 中 ; 通 过 Bradford 法 
对 蛋白 质 进行 定量 ; 取 等 蛋白 质量 的 上 述 细胞 裂解 液 
加 入 到 96 孔 板 中 ,加 入 100hl 醇 氧 化 酶 检测 溶液 (空白 
对 照 加 入 10g 蒸馏 水 ); 加 入 30 甲醇 溶液 ,室温 
(21 ~24°C ) 反 应 20 ~ 30min; JIA 301.1 2mol/L 终止 液 
(0. Imol/L 亚 硫 酸 ) 终 止 反 应 ;在 492nm 处 测定 吸 
光 值 。 

1.2.8 邻 茶 二 酚 法 定性 检测 AOXI 表达 ”检测 方法 参 
照 Stasyk OV 方法 ,以 邻 茶 苘 香 胺 作为 显 色 底 物 。 


2 结 果 


甘油 转运 体 ( GTI ) 跨 膜 结构 分 析 
通过 SGD 数据 库 查找 到 与 酿酒 酵母 甘油 转运 体 
(STLL) 具有 较 高 同 源 性 的 巴 斯 德 毕 赤 酵母 中 可 能 的 甘 
油 转运 体 ( GT]1 ) ,然后 通过 跨 膜 结构 分 析 软 件 DAS 对 
GTI 蛋白 及 酿酒 酵母 甘油 转运 体 STL 蛋白 氨基 酸 跨 
膜 结 构 域 进行 分 析 ,结果 如 图 1 所 示 。 通 过 图 1 可 以 看 
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出 ,与 STLI 蛋白 类 似 ,GT1l 蛋白 也 具有 了 玻 水 结构 域 , 这 
暗示 GTI 蛋白 在 巴 斯 德 毕 赤 酵母 细胞 内 可 能 作为 一 个 
"DAS" TM-segment prediction 
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22 GTI 蛋白 亚 细 胞 表达 载体 构建 及 其 定位 

〇 以 提取 的 巴 斯 德 毕 赤 醇 母 基 因 组 为 模板 ,以 gt1-1/2 
为 引物 ,通过 PCR 方法 扩 增 得 到 gil 基因 ,以 pEGFP- 
ooo um 
增 Bgjfp 基因 (图 2a) ,然后 将 其 与 pRS424-kan 重组 表达 
Al DE CIE] 2b) 构建 巴 斯 德 毕 杰 酵母 及 票 酒 裂 殖 醇 
域 了 细胞 定位 表达 载体 。 

二 通过 将 GTI 蛋白 与 EGFP 蛋白 融合 表达 对 GTI 蛋 
Pole Wi a EJ HERE CECI REIR RE DA MO E EH 
究 (5 通过 图 3 可 以 看 出 ,在 巴 斯 德 毕 赤 酵 母 当中 与 GTI 
看 内 融合 表达 的 EGFP 蛋白 定位 于 细胞 膜 上 ,而 单独 的 
EGFP 蛋白 则 游离 在 细胞 质 中 ;在 栗 酒 裂 殖 酵 母 中 ,与 
GT ies deity ECFP 蛋白 定位 于 细胞 膜 上 ,而 单独 的 
EGFP 蛋白 则 位 于 细胞 质 当 中 。 这 说 明 GTI 蛋白 可 以 
引导 EGFP 蛋白 定位 于 细胞 膜 , 即 GT1 蛋白 自身 定位 
于 细胞 膜 上 。 

2.3 GT1 功能 研究 

将 野生 型 票 酒 裂 殖 酵母 S、 pombe (WT) 以 及 导入 
gil HEA fy SEY BLL MERE S. pombe ( pRS424-P. pGTI ) 
分 别 培养 在 以 葡萄 糖 作 为 碳 源 的 EMM +A +H +L + 
NaCl 培养 基 和 以 甘油 代替 葡萄 糖 的 EMMG + A +H + 
L + NaCl 培养 基 中 (图 4) ,30% 培养 48h。 通 过 图 4 可 
以 看 出 ,野生 型 及 导入 gil 基因 的 票 酒 裂 殖 醇 母 均 可 以 
在 以 葡萄 糖 为 唯一 碳 源 的 培养 基 中 生长 (图 4a) ,但 是 
在 以 甘油 作为 唯一 碳 源 的 培养 基 中 ,野生 型 票 酒 裂 殖 
醇 母 不 能 生长 而 转化 有 毕 赤 醇 母 甘 油 转运 体 ged 基因 
的 票 酒 裂 殖 酵母 可 以 生长 (图 4b) ,这 表明 ,gil 基因 可 
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Fig.1 The transmembrane structure prediction of STL1 and GTI 
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2 亚 细 胞 定位 载体 构建 
Fig.2 The construction of subcellular 
localization vector 
(b) Construction of subcellular 


(a) Gene cloning of egfp and gtl 
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N B3 荧光 显微镜 检测 GT1l 蛋白 亚 细 胞 定位 
o Fig.3 Subcellular localization of GT1 by 
N fluorescence detection 
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Ly apes Hus Lv Re D de ri 
BEEPER, 
2/45 SUE BSRCE TES) AOX1 表达 

PERIE S GE aE RE DRE ged 基因 缺失 突变 
体 (Agt] ) 分 别 在 0.5% Lii 0. 5% 甘油 与 0.5% 
醇 混合 培养 基 以 及 0.5% 甲醇 培养 基 中 进行 培养 ,24h 
后 各 取 1ml OD yyy =1 的 菌 体 ,4 000g/min 离心 之 后 加 入 
AOXL 检测 液 ,结果 如 图 5 所 示 , 图 5 表明 与 野生 型 菌 
株 相 比 , Agel 突变 体 在 0. 5% 甘油 及 0. 5% 甘油 与 
0. 5% 甲醇 混合 培养 基 中 AOXI 栈 活 显著 升 高 ,但 是 在 
0. 5% 甲醇 培养 基 中 ,突变 体 与 野生 型 中 的 AOXI 表达 
量 差异 不 大 。 
2.5 AOXI1 酶 活 测定 
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以 及 84 基因 缺失 突变 体 菌 株 总 蛋 


定 在 甘油 培养 基 .甘油 与 甲醇 混合 


白质 为 研究 对 象 , 测 
养 基 以 及 甲醇 培养 


基 AOXI 酶 活 ( 图 6) ,结果 表明 ,在 甘油 以 及 甘油 与 甲 
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4 S. pombe( WT) #0 S. pombe ( pRS424- 
P. pGT1) 菌株 在 不 同 培养 基 中 的 生长 状况 
Fig.4 Growth curve of S. pombe( WT) and 
S. pombe (pRS424-P. pGT1) 
in different medium 
(a) S. pombe( WT) and S. pombe ( pRS424-P. pGT1 ) 
were cultured in EMM +A + H + L + NaCl medium (b) 
S. pombe( WT) and S. pombe ( pRS424-P. pGT1) were 

cultured in EMMG + A +H + L + NaCl medium 


醉 混合 培养 基 中 AOX1 FE RAIE (Agt ) 中 的 表达 量 
(0. 045U/ml/OD gy, ,0. OSTU/ml/ OD oy ) 显著 高 于 其 在 
野生 型 中 的 表达 量 (0. 003U/ml/ OD oy) ~ 0. 004U/ml/ 
ODay) ,而 在 甲醇 培养 基 中 两 者 则 差异 不 明显 
(0.062U/ml/ OD4, ,0. 059U/ml/ OD oy). XX HEL HA, gel 
基因 缺失 可 以 在 一 定 程度 上 缓解 甘油 对 于 Paou 的 抑制 
作用 ,进而 提高 AOXI MRA 
3 W it 

EUR HEISE RE RES AE BHT EET IZ HO LI 
于 外 源 蛋白 的 表达 ,统计 资料 表明 , 目前 已 经 有 超过 


1 000 种 外 源 蛋 白 在 巴 斯 德 毕 赤 酵母 当中 获得 成 功 表 
达 , 而 在 这 中 以 甲醇 诱导 型 启动 子 oxi 进行 调控 进而 
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图 5 AOXI 表达 量 
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定性 检测 
Fig.5 Enzyme activity detection of AOX1 


,这 表明 ， 
Pox 具有 极 高 的 启 动 效 


OME, 由 于 了 


AOXI 受到 甲 醇 的 严格 调控 , 而 m 醇 作为 


- 苯 危 险 的 化 学 物质 其 在 使 用 及 存储 过 程 中 均 存在 一 


EEN: PA TRAP ABT os 的 抑制 机 制 具 


ái 的 科学 和 实际 意义 。 而 甘油 转运 体 作为 细胞 摄 


Hi 


.三 在 本 研究 中 ,我 们 通过 生物 信息 


对 Prox: 的 


息 学 及 相关 实验 确 


巴 斯 德 毕 赤 酵母 中 的 甘油 转运 体 ,并 对 其 在 甘油 


Pson 中 的 功能 进行 了 初步 研究 ,结果 表明 ,gtl 基 
因 厂 失 可 以 在 一 定 程度 
用 (但 是 ,在 实验 中 我 们 发 现 ,这 种 阻 歇 作用 并 不 是 彻 
底 消除 甘油 对 于 P 


fi 


AU 17-18] 


上 缓解 甘 ; 对 于 上 om 的 REL E 


aox 的 抑制 ,因此 我 们 推断 ,在 甘油 抑 


P ox, 的 过 程 中 可 能 还 有 其 他 相关 基因 的 参与 。 研 究 
表明 ,Mxrl 蛋白 作为 调控 Pion 的 最 主要 的 转录 因子 ， 
其 是 aor! 基因 表达 所 必需 的 
表明 , Mxrlp 蛋白 主要 结合 在 
,进而 调控 aoxl 基因 的 表达 。 在 本 人 研究 中 我 


,并 且 进 一 步 研 究 结 果 
Prox: 上 的 CYCCNR Bi 


们 通过 对 Pgtl 启动 子 序 列 分 析 发 现 ,Pgtl 启动 子 中 也 
存在 相似 的 结合 位 点 ,因此 推测 mxrlp 蛋白 可 能 通过 


调控 eu 基因 的 表达 来 调控 胞 内 甘 


的 含量 进而 调控 


Aoxl 基因 的 表达 ,而 这 也 正 是 本 人 研究 后 续 实验 所 需要 


研究 的 。 同 时 ,研究 表明 , 巴 斯 德 毕 赤 酵母 中 对 P aox 的 
调控 并 不 是 由 几 个 基因 单独 完成 的 ,其 涉及 复杂 的 调 


控 网 络 。 


例如 ,近年 来 研究 发 现 ,对 Prox 起 调控 作用 的 


诸多 转录 因子 大 体 可 以 分 为 转录 激活 因子 (包括 Mxrl、 
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(c) 


6 ELISA 测定 不 同 菌株 在 不 同 培养 


基 中 AOXI 酶 活 


Fig.6 Detection enzyme activity of AOX1 in 


different strains cultured in different medium 


(a) 0. 5% glycerol medium 


methanol medium (c) 0.5% methanol medium 
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Trm2, Mit! 及 Prml 45) 9?" 及 转录 抑制 因子 (包括 


Mig \Nrel 等 ) [2223] 
制 因子 之 间 存 在 相互 作用 。 


。 并 且 这 些 转录 激活 因子 及 转录 抑 
例如 ,研究 发 现 ,在 P\oxu 中 
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Nrgl 具有 与 Mxrl 相同 在 结合 位 点 。 不 同 培养 基 中 两 
者 与 Pow 结合 能 力 不 同 。 例 如 ,在 甲醇 培养 基 中 , Mxrl 
与 Piow 结 合 能 力 强 于 Nrgl ,但 是 在 甘油 培养 基 中 ,Nrgl 
结合 能 力 强 于 Mord ,而 结合 能 力 的 差异 最 终 导致 go 
活性 差异 ”1。 

总 之 ,本 文 的 研究 确定 了 GTI Je PLU ME HS RE 


中 的 甘油 转运 体 ,并 发 现 g2 的 敲 除 可 以 缓解 甘油 对 甲 
醇 代谢 的 抑制 作用 。GTI 是 如 何 参 与 到 甘油 和 甲醇 代 
谢 调控 网 络 中 的 ,还 需 进一步 研究 。 
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Identification of Glycerol Transporter in 
Pichia pastoris and Function Research 
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« Abstract Object Separation and identification glycerol transporter in Pichia pastoris ( P. pastoris) and 
studing its function. Methods; the candidate glycerol transporter ( gtl, GeneID ; 8197545) was found in NCBI 
database by bioinformatics, and transmembrance structure was predicted by DAS. Targeted gene fused with egfp 
waScloned into pPICZ B and pRS424 to study its location in cells; recombinant plasmid (gt] + pRS424) was 
transformed into Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) to study its function; In order to study the relationship 
bétween gtl and aoxl, gt? was deleted by homologous recombination, and enzyme activity of AOXI in wild and 
ea were detected. Results; according to results of bioinformatics, it was found that CTI share the same 
trafismembrance regions with sugar transporter 1 (stl]) which has been identified as a glycerol transporter in 
Saccharomuces cerevisiae ( S. cerevisiae), results of subcellular localization showed that GTI located on 
ml EN S. pombe transformed into gt] could growth on glycerol medium, but wild type could not, which 
suggested that GT1 could absorbed glycerol from medium to support cells growth. Moreover, AOXI achieved 
cofstitutive expression in Agt/. Conclusion; glycerol transporter (gt/ ) in P. pastoris was separated and 
identified, and its function in glycerol repression was preliminarily clarified. 

Key words Pichia pastoris Glycerol transporter Glycerol repression Subcellular localization 
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